(19) REPU5LIQUE FRANCAISE 

INSTITUT NATIONAL 
DE LA PROPRIETE INDUSTRIELLE 



PARIS 



(u)ti^ de publication : 

n'utiliser que pour les 
commandes de reproducJon) 

(21) N° d'enregistrement national : 



2 669 929 
91 15031 



(51) Int CI* : C 07 K 3/20, 15/04; G 01 N 33/569 



DEMANDE DE BREVET DMNVENTION 



A1 



(22) Date de depot : 04,12,91. 
(30) Priorite : 04.12.90 US 621845. 



(43) Date de la mise a disposition du public de la 
demande : 05.06,92 Bulletin 92/23, 

(55) Liste des documents cites dans le rapport de 
recherche : Le rapport de recherche n'a pas ete 
etabli a la date de publication de la demande. 

^0) References a d'autres documents nationaux 
apparentes : 



uy D€mandeur(s) : Societe dite: OUIDEL 
CORPORATION —OS. 



(72) Inventeur(s) : Pronovost AJlan Pawiak Jan W. at 
Condon, Kristy S. 



DOC 



(73) Titulaire(s) 



Mandataire : Cabinet La 



voix. 



® cei^ai°re'li°«ntrnarL"**" """""^ detection de Helicobacter pylori a faide de cette cofnposition et ne- 

^7) On decrit une composition d'antigenes sensible et 
specifique pour la detection de Helicooacter pylori dans 
des echantillons bidogiques. La composition utilise divers 
antigenes obtenus par chromatograohie. par exciusion due 
a la taille. de cellules de H. pylori solubilisees par un deter- 
gent. On decrit egalement des essais serologiques tels que 
des essais immuno-enzymaliques ELISA. d'agglutination 
de latex et immuno-enzyriatiques rapides. utilisant la com- 
position d'antigenes ameliores, el un necessaire pour utili- 
sation dans ces essais serologiques. 
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La presente invention concerne ane composition d'anti 
genes pouvant deceler ia presence d'anticorps spec i n iques cont 
Helicobacter pylori . En particulier, elle concerne un melange 
d^antigenes isoies par chromatographie, par exclusion due a 
la taille, d'antigenes de H. pylori solubilises a I'aide de 
detergents. L' invention concerne egalement un precede et un 
necessaire pour la detection de la presence des anticorps 
specifiques de pylori . 

Helicobacter pylori (connu precedemment sous le nom de 
Campylobacter pylori ) , une bacterie qui colonise I'estomac 
humain^ a ete decouvert en 1983, comme decrit par 
B.J. Marshall et coll, dans Lancet ( 1 984 ), 1^:1311-1314. L^as- 
sociation de pylori avec des troubles gastriques, tels que 
la gastrite active chronique, les ulceres gastrique et duod ' 
nal et la dyspepsie non ulcereuse, a suscite beaucoup d'in- 
teret dans le milieu medical specialise en gastro- 
enterologie. 

Le role precis de pylori dans les ulceres gastro- 
duodenaux n*a pas encore ete elucide. Neanmoins, sa relation 
avec les troubles gastriques a ete la cause d'eiforts 
notables consacres a la raise au point de precedes pour la 
detection de I'organisme dans I'estomac humain. La detection 
peut etre realisee de deux fagons: (1) directement, par 
examen d'une biopsie de I'estomac par une methode histolo- 
gique ou par une methode d'isolement de cultures cellulaires. 
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ou les deux; ou ( 2 ) indirectement , par examen d ' an echantU- 
lon de serum de sang peripherique pour la determination 
d'anticorps circulants diriges contre pylori . Le faible 
cout et la simplicite (a la fois pour le patient et pour ie 
praticien) de la seconde methode serologique la rend particu- 
lierement attrayante, 

L-exactitude d'un examen serologique pour la detection 
d antxcorps diriges contre pylori depend de la nature de 
. la composition antigenique qui sB lie aux anticorps. Les com- 
positions utilisees dans les essais actuels vont d'organismes 
entiers intacts a une substance hautement purifiee consistant 
en une molecule antigenique essentielle. 

H. Von Wulffen [Campylobacter n.lo.,- p. 157-I63, Menge 
et coll. editeurs, Springer-Verlag (1988)] a utilise des 
lysats de cellules bruts de H. pylori pour deceler la pre- 
sence d- infections chez des patients attaints de gastrite 
EP-A-0 329 570 (M.J. Blaser) revele que de tels lysats de ' 
cellules bruts peuvent etre utilises pour deceler des anti- 
corps contre aOori, Des extraits de pa. la gly- 
cine acide ont ete utilises en tant que preparations anti- 
geniques dans des essais immuno-enzymatiques (ELISA), comme 
Mo«i! infection, n^^^ 
(1987), 155:488-494. Des compositions d .antige;;;r^r;;:;face 
et des compositions d' urease ainsi que des extraits par la 
glycine acide ont ete utilisees pour 1' examen de serums de 
patients atteints de gastrite, dans F.J. Bolton et coll., 
J. Clin. Pathol. (1989), 42:723-726. 

Ces compositions brutes ont de nombreux inconvenients . 
L utilisation d-organismes entiers ou de lysats bruts est 
frequemment la cause de problemes de specif icite d'un examen 
serologxque. La presence d'une certaine quantite de substance 
indesirable dans la composition peut proyoquer la fixation 

non specifique" d'autres anticorps, de sorte que des sujets 
depouryus d'anticorps specif iquement diriges contre H. pylori 
donneront un resultat "faussement positif" de I'essaTTSeT" 
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faux positifs peuvent egalement apparaitre lorsaue la compo- 
sition contient des antigenes egalement possedes par d'autres 
organismes apparentes a silori. Les individus infectes par 
ces organismes peuvent produire des anticoros a reaction 
croisee^avec la composition de Mnsi, une composi- 

tion preferee est enrichie en antigenes specifigues d'espece, 
hautement reactifs, et ne contient pas d ■ importantes quanti- 
tes a reaction croisee d'antigenes egalement possedes par des 
organismes apparentes. 

^ Un autre inconvenient des preparations brutes est que 
freguemment elles ne decelent pas la presence d'anticorps 
specifiques de ^jOori. Ces resultats "faussement negatifs" 
d examens peuvent etre obtenus lorsque: ( 1) une substance 
antigenique specif ique de sYlori n'est pas aisement dispo- 
nxble pour la liaison a I'anticorps, en raison d- interactions 
avec d autres composants dans la composition; (2) le precede 
de preparation altere la substance antigenique specifique de 
EYlori, de sorte que celle-ci est moins reactive avec des 
anticorps; ou (3) une substance antigenique specifique de 

Ezlori est trop fortement diluee par la presence de sub- 
Stance indesirable, 

A I'autre extremite de I'eventail de compositions 
d'antigenes, la demande PCT publiee sous le n' WO 89/09407 
decrit le diagnostic d'infections provoquees par H. pylori, 
au moyen d'une composition a base d' urease de ^itrT^ri- 
fiee. H^£2lori contient une urease specifique d'espece qui 
peut etre utilisee en serodiagnostic. D'autres compositions 
utilisant une substance produite a partir d'un gene unique 
clone de peuvent egalement etre utilisees; voir par 

exemple D, Chevrier et coll., J. Clin. Micro. (1989), 27-321- 
326. 

^ L'utilisation de compositions d'antigenes uniques puri- 
fies ou de produits geniques clones elimine certaines des 
causes des resultats errones indiques ci-dessus. Cependant, 
1 utilisation d'une composition de gene clone peut introduire 
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des molecules de sous-produits de systemes d' expression qui 
peuvent encore donner des resultats faussement positifs de 
1' essai. De plus, des compositions de genes hautement puri- 
fies ou clones peuvent produire I'antigene concerne en une 
structure alteree, non native, qui est moins reactive avec 
les anticorps, ce qui donne des resultats faussement negatifs 
de 1' essai. 

En outre, 1' analyse western blot a montre que des indi- 
vidus infectes produisent caracteristiquement des anticorps 
diriges centre pylori , qui reconnaissent plusieurs anti- 
genes. Une composition contenant une molecule antigenique 
unique purifiee ou un seul produit genique purifie limite 
inutilement la portee de la reconnaissance d' anticorps et 
peut donner des resultats faussement negatifs pour des indi- 
vidus infectes ne comportant pas ou comportant peu d' anti- 
corps diriges centre I'antigene particulier utilise. 

US-A-4 882 271 {Evans et coll.) decrit un procede pour 
I'obtention d'une composition antigenique qui se situe entre 
les extremes ci-dessus: elle ne contient qu'un petit nombre 
de composants antigeniques majeurs ayant des masses molecu- 
laires comprises entre 300 000 et 700 000 daltons. On obtient 
la composition d' Evans en recueillant les fractions d'une 
separation chromatographique par exclusion due a la taille, 
dans une plage definie de masses moleculaires elevees, ayant 
une nette activite de 1' enzyme urease. Evans suggere que bien 
qu'une purification plus poussee ne soit pas necessaire, le 
degre de purification des compositions decrites est neces- 
saire pour obtenir dans les essais une sensibilite et une 
specif icite adequates. 

Les individus infectes par pylori repondent en fait 
a plusieurs antigenes differents. Nos propres recherches ont 
montre que des essais plus sensibles et plus specifiques pour 
la detection d' anticorps diriges centre pylori peuvent 
etre elabores h. I'aide des techniques d' extraction et de 
purification telles que decrites ici, pour I'obtention d'une 
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composition superleure d'anti^enes de H, 

Plus large spactre d'antigenes reactif= et specifiques de 

SiBOori, qui etaient inconnus jusqu'i present. 

La figure 1 represente la courbe caraoteristique de 
rac .o_t a^un extrait par le n^yl.3-gi„copyra„ncside 
(BOG) d antrgenes de fijOori sur une colonne de 
sepharose 6.., et l.acitivite d^urease de fractions re„„ies. 
En consequence , u„ objet de la presente invention est 
" d'antl"" -"P°-"on antigenlque ccmprenant .n melange 

par u„ I"t ^^n^miSli solubilisee! 

sence" ??'r"' " "^""^^ determiner la ore- 

echantu" \ ^'""^ Par ^ dans 

et de aMi '""^ -^^'^ d- exactitude 

de frabuxte qu'xl n'etait possible jusqu'a present. 

^"'^ "''J" de la prisente invention est de fournir 

senceT:::"!" '""^'"'^"^ determination de la pre- 

sence d xnfectxon par ^iiori, cette composition porta^t au 

::::zi" "v^ vin^ecti t 

presente, en reduisant au minimum la quantite de resultats 
ausse.ents n.gatifs, ce qui am.liore la sensibilite de "es- 

:e on:e^::::t :er::::::r:,^r ^= 

sane • lo^gue 1' infection est absente, en redui- 

sant au minrmum la quantite de resultats faussement positifs 
ce qui ameUore la specif Icite de I'essai 

fournirur; de 
infectLn oa : ^^--ination de la presence d'une 

infection par H, EiOori dans un echantillon biologique avec 

d an™ - d.une'c:: ;s:t „ 

teLnt ^"^^ d'antigenes hau- 

tement reactifs, speoifiques de pylori 

fournirur'-" "^^^^"^ --""C" -t de 

fournir un necessaire a utiliser pour determiner la presence 
d une ,u,ection par £^ ,,„3 echantillon biologique 
avec un rapport "signal/bruit" maximum. 
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La description ci-apres fera apparaitre d'autres 
objets, avantages et nouvelles caracteristiques de 1' inven- 
tion, qui apparaitront egalement au specialiste par la mise 
en pratique de 1' invention. 

sous un aspect de la presente invention, on fournit une 
composition comprenant des antigenes purifies provenant de 
proteines de Helicobacter pylori associees au cellules, les 
antigenes ayant des masses moleculaires allant d' environ 
.16 000 a 120 000 daltons, telles'que determinees par analyse 
par electrophorese en gel de polyacrylamide-dodecylsulf ate de 
sodium avec reduction (SDS-PAGE), et ayant une activite dimi- 
nuee d' urease. 

Sous un autre aspect de la presente invention, on four- 
nit une composition comprenant des antigenes purifies prove- 
nant de proteines de Helicobacter pylori associees aux cel- 
lules, la composition etant obtenue par culture de cellules 
de Helicobacter pylori dans un bouillon additionne de 1 0 % de 
serum foetal bovin, et recolte des cellules lorsque la crois- 
sance en phase logarithmique a commence a decliner; solubili- 
sation des cellules dans une solution salee tamponnee au 
phosphate (STP) contenant environ 1 % de n-octyl-3-D-gluco- 
pyrannoside, pendant au raoins environ 30 minutes, pour I'ob- 
tention d'une solution de proteines cellulaires; dialyse pen- 
dant une nuit de la solution de proteines cellulaires centre 
de la STP, puis centrif ugation de la solution a une vitesse 
moyenne, pour I'obtention d'un surnageant; introduction du 
surnageant dans une colonne 6FF (Pharmacia) de chromatogra- 
phie par exclusion due a la taille; elution de la colonne a 
I'aide d'un tampon Tris 50 mM contenant 0,025 % d'azoture de 
sodium, et collecte des fractions eluees; exclusion du pic de 
proteines a masses moleculaires elevees, contenant la ma jo- 
rite de 1' activite urease; et reunion des fractions restantes 
de proteines a faibles masses moleculaires, privees d' urease. 

Sous un autre aspect de la presente invention, on four- 
nit un precede pour la detection d' infection par 
Helicobacter pylori dans un echantillon biologique, le pro- 
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P^-e.„es ae HeUcobacter ,3socUes a„. L 

°bte„„es p.. les precedes .entionnes plus haut, poor la fo 
. "atxon d'un complaxe d ■ Incubation, et I'essai d„ , 

.■inc.ba.ion pour d..er„i„.r la pr.senL df o 1 ^"''^ 
^"^^ti^ indi^uan. la pr.ence d^n.^otio: par 

encore un autre asoect i = 
on fournit un necessaire i uti i^r dan/l I-^' 
feotion par Helicobacter pylori Z • 

n-t de prot^ine. de mkac^ll::'::"'""'" 
lules, obtenuea par li s oroc^^^ ^^sociees aux cel- 

par les precedes mentionnes plus haut 
Les antigenes" de la presente invention sont d.. » 
teines associees aux cellules" ea:r,ff. ^ 
SSiicobacte, ,es "proternt ! :ci;e° 

c=o.prennent des proteines fssoc ees IUZZ 

des proteines de surface II .1 . " 

c^Uules de H.^^^ : o neT:: f "^""'- ^ 
^ans d.truire l^i.i.J r^Vd^^l^l;-?---- 
loniques tels que le n-octvl-a-n 

d'autr^« H'. ^ ^-D-glucopyrannoside (BOG) et 

..ponse -.nitairTs:::r:or::'d:::t::,s%:r^^"='-- 

naissent des determinants a„ti,,„i,ues c's^ otl:::: 

Per I'expreesion "echantillon biologioue" te^ , 

I'utuise ici, on entend un echantillon al lZ' " °" 

."in, plasea, extrait de l^phe ou autre extra!; T"" 
a'un patient hu^in, i tester pour deceLr L r-™" 
Infection par pylori . Presence d'une 

Telle qu'on I'utilise ^n^ ii 
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masses moleculaires generalement superieures a 300 000 aal- 
tons (telles que determinees par chromatographie par permea- 
tion de gel) et manifestant une importante activite d'urease. 
Telle qu'on I'utilise ici, I'expression "fractions proteiques 
a faibles masses moleculaires, privees d' urease" designs des 
fractions a faibles masses moleculaires ayant une absorbance 
marquee a 280 nm et une activite d'urease diminuee. 

Telle qu'on I'utilise ici, I'expression "activite 
d'urease diminuee" designe une activite specif ique inferieure 

a 0,34 unite de DO550/A280' ^^^^^ ^'^^ "^^"^^^^ ''^"^ 
d'hydrolyse d'uree catalysee par 1' urease, decrit dans 

1 ' exemple 2 . 

Les compositions d'antigenes de la presents invention 
sont des proteines associees aux cellules provenant de cel- 
lules de H. pylori . Les cellules sont solubilisees a I'aide 
d'un detergent non ionique, et le surnageant resultant est 
soumis a une chromatographie sur colonne par exclusion due a 
la taille, suivie de la reunion des fractions selectionnees 
eluees de la colonne. Les fractions reunies de la presents 
invention ne comprennent pas les fractions comportant la 
majeure partie de I'activite manifeste de I'enzyme urease. 
Par contre, un certain nombre de fractions contenant des 
antigenes a faibles masses moleculaires, privfe d'activite 
urease, sont reunies pour donner la composition finale. 

Les antigenes de la presente invention peuvent etre 
prepares de plusieurs fagons. Dans un mode de realisation 
prefers, on prepare les antigenes par culture d'organismes 
appartenant a I'espece pylori , dans un milieu de crois- 
sance tel que le bouillon pour culture de Brucella. Le bouil- 
lon contient des complements nutritifs. Un complement prefers 
est is serum fcntal bovin. On met les cellules a incuber dans 
des flacons secoues sur un agitateur rotatif, dans une atmos- 
phere composee de CO^, 0^ et N^. On recolte les cellules par 
centrifugation a vitesse moyenne, apres que la croissance en 
phase logarithmique a commence a decliner. On peut egalement 
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-e„ple sur .es plag.es ae ,elo=e ,a„,. suivi de recolt 
one foxs les ceUules de a^lori recoltees, elles ' 

: rr:::—;;,;;::- 

longues chalnes et des diallcvi =mt ^ . i^^iaires a 

T ^. clialkylsulfoxydes. Dans un mode de 

real,.,,,„„ ,,,,,,,, t.x- 

-D-,lu=opyran„cslda ajoute a u„e concentration de 0.,-3 „ , 
(p/v), encore mieux de 1,0 % u.' % 

environ , de ta„pon de sol.biliLi ""^"^ 

humide de cellules Cett! P™"^ '"O "9 de poids 

a,u.e penda„tr„or:„::r:r:i:i:Ti: i"'-'" - 

a.biante. .a suspension r.sultante de "ril e \ 

est dialysee contra de-la STP hahi-hn^n ^UDiiisees 
1 i'li', nabituellement pendant una nuit- 

et^Xe .rna^eant est recueiUi par centri.u^ation . ^te":::' 

,.ap.ie sur colonne P^rto li rrit't":!!? 

ae realisation pr...r., on i„,::t: ll ^^^IZ 

e™:uroT;:rrt:i::v t" -"^^ - - 

ten.n^ • ^^^^ 50 mM (pH 8,0) con- 

tenant environ 0 n^q a. ^ r ^ ^t^-* '-'/w; cun 

ensuxte les fractions et on contrcle I'absorbance a 260 n„ 
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ansi que ractivite d'ure.se, pour determiner les proflls oe 

on rejette les fraction. protMques a masses »ole=u 
laires elev^es, contenant la majeure partie de ^'-^-^^^ 
d'urease, et on reunit les fractions restantes a faibles 
a urease, ^...^itss L' ensemble constitue 

masses moleculaires, privees d urease. L est 
l.extrait d'antigines de la presente invention. L extra t 
constitue d'antigines ayant des masses "^-"l^^" 
rieures 4 200 000 daltons, plus partlcuUerement allant d en 
,i„n 16 000 i environ 120 000 daltons, telles que determr- 
nies par SDS-PAGE. Dans un mode de r«alisation prefere, on 
nees ^. frsrt ions 34-52 comme 

prepare cet extrait en reunissant les fractions 

indique sur la figure 1. , 

Divers essais s^rologiques peuvent etre utrUses dans 
la presente invention pour la detection d^anticorps dirrges 
centre H. Eii2ri dans des echantillons biolo,iques. Des 
essais bien caracterises tels que les essais immune- 
enzymatiques (ELISA), les essais a ecoulement "P^^^' J"" 
esslls par agglutination de latex, les essars par immuno- 
blottin' et les essais immunologiques i ecoulement lateral 
sont tous envisages dans la prisente invention. 

Dans un mode de realisation prefere, on effectue res- 
sai serologique par la mithode de microtitrage 
immuno-en,ymatique). Dans cette methods, on — * ^" 
de plaques de microtitrage avec les compositions de la pre 
senL Invention, d.crites plus baut, et on met ^ 
dant une nuit 4 4-C. On ilimine ensuite la solution de la 
composition et on seche les puits pendant 2 heures a 37 C. 
prepare ensuite des ichantillons biologiques a tester, a 
divLses dilutions dans de la STP contenant de Valbumine de 
silun, bovin (ASB) .t on les introduit dans les puits. Apres 

mLutes d.incubation i 25-C, on .limine !■ .cbantillon bio- 
icgique et on lave les puits avec de la STP contenant le 
detergent Tween 20. On ajoute ensuite une preparation a anti 
corps de lapln conjugu* a une enzyme, qui reconnait I'lmmuno- 
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les p„.ts a inc^ber. 0„ eli„ine a „<,uvaau la solution et 
on .ffectu. „„ autre lavage avec de la STP at do T„ee„ 20 In 

Si des anticorps hmnalns diriges =o„tr. fi. pylori sent 
prasents dans l^echantillon biclo,i,.e, le= .„7ic^ 

con 11 ^" ^""^ " 

raifort »^ , u P^^^^^^' 1 enzyme est la peroxydase de 

J^^irort, et le substrat f^cLf- t o o o i • . . 
ban^fhi. ,• """^ ^" 2'2'-azino-bis(acide 3-ethyl- 
benzthiazoline-sulfonique) (abts). 

.ent r!pir" =l°gique est ressal EIA a eocule- 

utUise :„e' " ^""^ * .icrotitra,e KI. „ais 

PC eLe ^'antlgines adherant a une .en.brane 

poreuse de Bylon. On place ensalte la membrane de «ylo„ sur 
un tampon absorbant at on I'insere d.„= „ 

olastin„o . insere dans un support en matiere 

Plastique exposant la membrane. On dilue l-eohantlUon biolo- 

ant. IgG huma.ne da lapin oonjugues 4 une enzyme, suiyis 

na„Ti:?b r °" — - 

colorati ""^ =°"3ug„ee, et un cba„,eme„t de 

coloration est produit comma dans la methode ELISA 

a'antil's'l"?' ^= ^atex, U composition 

1 achantUlon biologi,ue a incuber directemant avec les par- 
co'ule^d'^'"^" ""^ ^^"^ Porte-objet. .u bout d': e' 
ner la ' ir' ^'^"^^ reactlonnel pour d.termi- 

lls iM : T ''""^"''^ ^''^"inees ou r.ticu- 

a«L r d.antlcorps diriges contra des 

antigenes de pylori . 

con.. ''^^^""^"^^ invention englobe egalement un necessaire 
contenant une composition d'antig.nes decrite plus haut. Le 
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necessaire peut alors etre utilise pour mettre en oeuvre les 
precedes de la presente invention decrits ici. 

Dans un mode de realisation prefere, le necessaire con- 
tient une composition d'antigenes preparee comme decrit plus 
haut et fixee ensuite sur un support solide, pour utilisation 
dans un essai serologique. 

La presente invention est illustree par les exemples 
descriptifs et non limitatifs ci-apres. 

Exemple 1 

Methodes de culture et d' extr action 

Culture de H. pylori 

On a utilise du bouillon pour culture de Brucella 
(Difco Laboratories) additionne de serum fcEtal de veau, en 
tant que milieu de croissance pour la culture de 2Xlori a 
35°C sous une atmosphere composee de CO2, et On a 
ensemence un echantillon de 20 ml de milieu de croissance 
avec 1 ml de culture de base de PVlori congelee, on I'a 
mis a incuber et on I'a transfers dans une culture de 1 litre 
mis a incuber pendant 48-72 heures jusqu'a une densite de 
cellules de 8 a 10 X lo"^ UPC (unites formant colonies) par 
ml. On a recolte les cellules par centrif ugation a vitesse 
moyenne, on les a lavees avec de I'eau desionisee puis tas- 
sees par centrif ugation a vitesse moyenne, pour obtenir 
1x10^ cellules par rag de culot de cellules humides. 
Extrait de cellules de H. pylo ri obtenu par sonication 

La preparation d'un extrait d'antigenes provenant de 
pylori par sonication etait similaire a celle decrite par 
Perez-Perez et coll. dans Ann. Int. Med. , 109:11 (1988). 
Apres la recolte initiale de cellules par centrif ugation a 
Vitesse moyenne, on a lave trois fois les cellules avec une 
solution salee isotonique sterile. Le culot de cellules final 
a ete mis en suspension a une concentration de 1 0 mg (poids 
humide) de cellules par ml d'eau desionisee. On a caracteris- 
tiquement soumis a une sonication une suspension de 10 a 
15 ml, en ref roidissant en bain de glace, a I'aide d'un appa- 
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ScL?/°"'''"°" "--"""tor Model 300 (Fish-r 

Scientific Co., Pittsburgh, PA mil. "isn.. 

brusques a'a^pUtuae de TLlILI J^ZI'' 

puissance ^ • ^imutes a 1 emission maximale de 

; tit : .t, . ;e:rr!::"r- " ^""^ — 
=c-e ..e.t pL" :ut:i%^::L :::r::v' ^^"""'^ 

ev.lue la tene.r p.oteines paT = u e L'rT"." °" ^ 
280 nm, -Lecture de I'absorbance a 

- .S^trait de reliules de H, pyip^^ p .. i. 

I-a preparation d'un extra i+- j. ■ - 

-Ida atait si^llalra a caUeXL"" 
Blaaar at Duncan i„£act r """^ - 

recolta initiala' "^^^ 
lava las c u aa i t" * "'^^^^ °" « 

Uotonl,ue ta- a el":: H'"^'^" 

H.n ^ '"^^^s en suspension a 2sV 

dans un tampon glycine-HCl 0,2 M (pH 2 2) / 
tion de in mr, / ^ ^ concentra- 

tion ae 10 mg (poids humide) de celinioo ^ 

Au bout de 15 minutes on a a ™' 

sion de cellules Le centrifuge la suspen- 

Pendant une"ntt^: t e^L^JrV^"^^^" "^^^^ 
seuil de coupure de 12-14lJd\,t ' '"'''^ ^""^ ^ 

retentat et on a evalue a t ' ''"^^'^'^ 

1-absorbance . 2S0 nm ^^"^ ^^^^^ 

Extraction de cellules de H. pylori n.,r i^ 

pyrannosi^P rpn.. — ^^^^ n-octyl-3-gluco- 

Dans un essai type, on a r<ir^r.^^.' ' ' 

w „ n . recolte une culture d«= 

dasionisaa "ami =-Penalon dans da raao 

callulas La, a " " -«rif ugation. La culot da 

xiuies final a ete mis en suspension h nn^ 
'00 n.g/„l dans una solution salll taL —'"tion da 

<3TP) ccntanant da I'azotura da ^ ' " 

J- cizorure ae sodium ^ a. f^/ \ 

n-o=tyl-.-giuoopy„nnosida (BOG) at Tu W T 

30 minutas a 25V La • . mcubar pendant 

nuit a 4-c a 1 aL " ' E"-^-' 

4 C a 1 aide d'un tuba a sauil da coupura da 12- 
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14 kilodaltons, centre de la STP contenant de I'azoture de 
sodium, puis centrifuges a vitesse moyenne. On a recueilli le 
surnageant et on a determine la teneur en proteines de 1 ex- 
trait par mesure de I'absorbance a 280 nm. 

Exemple 2 

PrP,naration analyse d'e xtr a i t d'a ntigenes de H. pylori 

par BOG 

on a injecte I'extrait de BOG, decrit ci-dessus, dans 
une colonne de resine Sepharose frFF (Pharmacia) equilibree 
dans du tampon tris-HCl 50 mM (pH 8,0) contenant 0,025 % 
(p/v) d'azoture de sodium. On a recueilli 70 fractions 
(representant chacune 2 % du volume de la colonne) et on les 
a controlees par mesure de l-absorbance a 280 nm. Un profxl 
de fractionnement type de I'extrait de BOG est represents sur 

la figure 1 . .... 

Le profil de fractionnement sur la figure 1 revele cmq 

composants discernables: (1) le groupe A (fractions 17-19 y 
compris), representant le premier pic a masse moleculaire 
elevee et ayant une activite negligeable d' urease de 
H. pylori ; (2) le groupe B (fractions 20-33) associe a un 
^reuT^ pic" et ayant la majeure partie de 1' activate de 
' 1. urease; (3) le groupe C (fractions 34-52) contenant des 
proteines a faibles masses moleculaires, privees d' urease; 
(4) le groupe D (fractions 53-58) representant la pente des- 
cendante du second pic de proteines; et enfin (5) le groupe E 
(fractions 59-63) representant la trainee du second pic, a 
faible masse moleculaire. _ 

on a analyse les fractions en effectuant une SDS-PAGE 
avec reduction sur gels de 0,15 x 12 x 15 cm [12 % p/v 
d-acrylamide - 0,32 % (p/v) de N,N-methylene-bisacrylamide] 
en presence de 0,1 % (p/v) de SDS. On a injecte en meme temps 
que les echantillons de fractions des etalons de proteines a 
n^asses moleculaires elevees et a faibles masses moleculaires 
(BioRad Labs). L' electrophorese a ete effectuee a 
25 mA/plaque (gel empile) ou a 40 mA/plaque (gel coulant) , 
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jusqu.a migration du colorant .arg^eur bl.u ae bromophenol 
gels ont eta ensu^te colores pendant 60 minutes dans 0 2 % 

iv/v) de methanol, 10 % (v/v) d'aon'H^ = • 

vv/v; a acide acetique, et final 
ment decolores danq -^n a ^ / ^ ^ . 4 et rmale- 

d'.o-^ ^ "^""^ methanol, 10 % (v/v) 

a acide acetique. 

^ L'analyse par SDS-PAGE avec reduction das fractions 
.eun.es A-E (defini.s plus haut>, obtenuea apras fracUonne 
n de l.extrait par BO. da cellule da 

^.jao^ indi,ue une pla,a d'enricbisse^ent eu e,ard aux 
ant.,enes co™.uns et aux antigines spaclfigues de H pylori 
conme indiqua dans le tableau 1 Sur , / ensil. 

r^ri,„.n„ , ■'■^^ 9els de page avec 

ilTToZ' ' "^^^^^ -leculaires elevees 

(PM > 200 000) des groupes A et B • 

bandes a faihl.c ^PParaissent sous forme de 

oanaes a faibles masses moleculaires (PM < ^on nnn^ 

de la digestion et de la reduction re 

reduction requises pour la SDS-PAGE. 

Tableau 1 

Groupe 

A 



m (kd) de 1' antigens 
Specif iq ue de H. p yio.-.- 
120 
66 

62,59 

52 

31 
Commun 
89,73 
56 

45,42 
29,25 
21,16 



B 



0,5 



2 

0,5 
0,5 
2 



2 
4 
3 
2 
3 

2 
4 
2 
3 
2 



0,5 

1 

1 



3 

0,5 

0 
2 



intensite relative sur 1-echelle 1-4 (maximum). 

enrichrenl':"^ ' '"'"'^^ ^ relativement 

enrichi en antigenes specifiques de pyiprj . 



2 

0,5 
1 
1 
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10 



15 



25 



30 



on a determine I'activite d' urease dans chaque frac- 
tion, en utilisant une modification de la methode de Mobley 
et coll., Infect,_ln!niu^ (1986), 54:161-169, qui comprend la 
n,esure de la variation de pH provoquee par 1< ammoniac engen- 
dre par I'hydrolyse de I'uree catalysee par 1" urease. On a^ 
ajoute 50 ul de chaque fraction a 780 ul de tampon pour suo- 
strat d'urease [uree 10 mM, tampon phosphate de sodium 4,5 mM 
(pH 6,8), 70 ^g/ml de rouge de phenol] et on a mis le melange 
a incuber pendant 30 minutes a la temperature ambiante. On a 
ensuite mesure la densite optique de parties aliquotes de 
100 Hi a 550 nm au moyen d'un lecteur de plaque de micro- 
titrage modele MR 700 (Dynatech Laboratories). L'activite 
d'urease specifique a ete exprimee par le rapport BO^^q/^^SO' 
La figure 1 represente le profil a 280 mn d'un f ractionnement 
sur Sepharose 6FF d'une extrait BOG, et I'activite specifique 

d'urease des groupes B et C. 

Exemple 3 

..... ,.nuoe B, du .rnupe C et d' autres .antigenes 
Dans cet exemple, on a compare le groupe B, contenant 
20 la majeure partie de I'activite de I'urease (fractions 20-33) 
et le groupe C prive d'urease (fractions 34-52), en ce qux 
concerne 1' aptitude a deceler des anticorps IgG anti- 
ng EZlori dans des serums humains, comme decrit ci-dessous. 
F-rhantillons de serums de patients 

Dans des cliniques de gastro-enterologie, on a 
recueilli des echantillons de serum et de plasma sur des 
sujets qui etaient caracterises soit comme EYlSli" 
positifs, soit comme pylori- negatif s , en fonction des 
resultats culturaux et histologiques de biopsies gastriques. 
Les echantillons ont ete en outre caracterises par des sxgnes 
gastro-intestinaux diagnostiques cliniquement. 
Essai immuno-enzymatique d'antigenes de H. pylori par ecoule- 

ment rapide ■ 

L'element en phase solide consistait en un tampon 
35 absorbant place dans une gaine a fond moule, suivi de 6,45 cnf 
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de rayonne 8S et d'une membrane en Nylon Biodyne A de 1,2 ^m. 
On a depose sur la membrane en Nylon un extrait de pyiprj 
dilue dans une solution de depot d'antigenes, suivi d'igG 
humaine dilue dans de la STP contenant de I'azoture de 
sodium. Les membranes ont ete bouchees pendant 30 minutes a 
la temperature ambiante avec une solution d'ASB alkylee, et 
ensuite sechees pendant 10-20 minutes a A5^C. On a place une 
gaine superieure moulee sur la membrane en Nylon traitee, la 
. 2,one ayant regu I'antigene se trouvant au centre de la partie 
visible, et on I'a soudee aux ultrasons. Un assemblage de 
pre-f litres a ete insere dans les unites soudees, place dans 
un sac en feuille metallique contenant un dessechant, puis 
scelle a chaud. 

Mode operatoire pour I'essai immuno-enzymatique a ecoulement 
rapide 

Au moyen d'un dispositif de distribution capillaire de 
3 0 ul, on a place un echantillon provenant d'un patient 
(serum ou plasma) dans une cuvette en matiere plastique avec 
150 ul de diluant pour echantillon. On a introduit 1' echan- 
tillon dilue dans le dispositif d'essai decrit plus haut, et 
on I'a laisse s'ecouler completement a travers le filtre. On 
a ensuite ajoute de I'anticorps anti-IgG humaine de lapin 
conjugue a de la phosphatase alcaline, et on I'a laisse a 
nouveau s'ecouler completement a travers le filtre. Le filtre 
a ete lave avec 0,5 ml de solution de lavage et on a intro- 
duit dans la cartouche 210 ul d'une solution de 3-indoxyl- 
phosphate (un substrat chromogene). Apres incubation pendant 
5 minutes, on a lave completement la membrane pour met t re fin 
a I'essai. Les resultats de I'essai immunologique ont ete 
ensuite interpretes dans les 15 minutes suivantes, a I'aide 
des criteres suivants: 

UN RESULTAT NEGATIF etait indique par 1' apparition 
d'une barre negative bleue au centre de la membrane. UN 
RESULTAT POSITIF etait indique par 1' apparition d'un cercle 
bleu plein superpose sur la barre negative temoin sur la mem- 
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brane. L' absence a la fois de la barre bleue et du cercle 
bleu plain indiquait que I'essai etait ininterpretable, et 
qu'il fallait le repeter. 

Qualification du groupe C de I'extrait d'antigenes de 
pylori pour la detection d'anticorps diriges contre 

H. pylori dans des serums humains 

On a applique I'essai inununo-enzyinatique rapide sur 
differentes compositions d'antigenes, pour determiner la fre- 
quence de resultats- faussement pbsitifs sr des echantillons 
de serum humain. Les extraits d'antigenes utilises etaient: 
les groupes A et C de I'extrait d'antigenes par BOG; et les 
extraits par la glycine et obtenus par sonication, prepares 
comme deer it plus haut. Les resultats sont donnes dans le 
tableau 2. 

Tableau 2 

Echantillons de serunsH. pylori-neqatife 
(confirms par examens culturaux et h istologiques) 



Culture/ 

Echantillon histologie Groupe C Groupe A Glycine Sonication 

4 - - 

6 - - 

7 - - 

8 - +/- 

10 - +/- 

13 - - 

14 - - 

15 - - 

16 - - 
22 - +/- 
32 - - 

Resultats fausse- 
ment positifs, %: 0 14 



+ 


+ 


4- 


+ 




-h 




+ 


V- 




+ 


V- 


+ 




V- 


V- 




V- 














V- 




+ 


V- 






+ 


V- 


V- 


77 


41 


59 
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EchantillonsriP semrsH. pylnr,--^.,-.^ 
Culture/ 

SaffliUcn iustolaie ssm±C slSSe s<,„i=atio. 



3 
5 
17 
23 



+ 
+ 
+ 



+ 
+ 



4- 
+ 
+ 



+ 



+ 



.^esultats corrects, ,00 , pour tous les extraits testis, 
par BOG a r " d'antiganes 

u exrrait d antiiap nes par Rnn 

d.„, «='>eillt ,83 echantxllons de serum at da plas.a" 

• sar-L '"^^ .-tro-e„t*rolo,ie. On a .tursa da„s 

d'ant-oane"^"'^^ '^^"^ = 1' -trait 

^"<=i9anes par BOG. Les resultats da I'assai o„,- •» - • 

Le echantxllons en disaccord ont ete testes par l-essa. 
ELISA sur Plague de ^icrotitrage Bio.etra, J detecte es 
ant.corps igG diriges centre ^ 

histologxques est donnee dans le tableau 3. 

Tableau 3 

^^^^^^^^^^'^^^^^ 

^^^^g^^^i^jts^lexa^^ 

Examens cultnraux/histolnnir^,,^. 

Resultats Resultats 

T?Ta . Positifs negatifs 
EIA rapide resultat positif ^1 — 

EIA rapide resultat negatif 3 
TOTAL: 

66 117 
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Sensibilite du groupe C (% de resultats positifs reels cor- 

rectement identifies) - 95 % 

Specif icite du groupe C (% de resultats negatifs reels cor- 

recteraent identifies) - 87 % 

Exactitude du groupe C (% de resultats corrects) = 90 % 

Fiabilite des resultats positifs du groupe c (+) = 81 % 

Fiabilite des resultats negatifs du groupe c (-) = 97 %. 

Les resultats d'echantillons en desaccord ont ete con- 

firmes comme positifs ou negatirs eu egard i 1' infection, au 

moyen de I'essai ELISA Biometra (tableau 4). 

Tableau 4 

Resultats d'essais d'echantillon s en desaccord 

Resultat des examens Resultat de 
Resultat de culturaux/histolo- I'essai ELISA 
Echantillon I'EIA rapide SiSues Biometra 



52 




56 




59 




3 




5 


+ 


32 




46 


+ 


50 


+ 


62 


+ 


73 


+ 


91 




105 




117 


+ 


119 


+ 


140 


+ 


167 


+ 


173 


+ 


174 


+ 


Quatorze 


sur 



+ 


+ 


+ 




+ 


4- 




+ 




+ 








+ 




+ 








+ 




+ 




+ 




+ 












+ 




+ 







- 21 - 



2669929 



con .™es pos.t.fs dans I'essai ELISA Bi^etra. ..ec ces 

-ox. une s.nslMUU et un. specificity de 9. eV , 
pectiveraent (tableau 5). « et yg %, j-es- 



Tableau 5 



les resulta-h. ^.^.I^T^^^- - 

^^^ggga^culturaux/histol on 
Resultats Resultats 

BIA rapide .esultat positif 

EIA rapide resultat negatif 3 ^ 

TOTAL: 

Sensibilite corrigee du groupe C = 96 % ^" 

Specificite corrigee du groupe C = 99 % 

Exactitude corrigee du groups C = 98 % 

PV corrige du groupe C (+) = 99 % 

PV corrige du groupe C (-) = 97 %^ 

Comparaison d'un extra ii- • - 

extrait d antigenes "enrichis en urease" 

:::: - 

humains ^^"^ ^^^^ serums 

- °" ^ P^^P^"^^ une composition d 'antigli^^T'^^r^r 

urease" (groupe B) co.n,e decrit dans US-A-4 882 P7i " 
coll.) et on ^„ ' . us A 4 882 271 (Evans et 

dans I'essai iL„„ " "-axns, 

=ultats obtenus avec des echantUlons de seru. hu„ai„. 
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10 



15 



20 



Tableau 6 

Comparaison du qroupe B (antigene enrichi en urease) 
avec le qroupe C au moyen de I'essai immuno-enzyroatique 

rapide 

Serums H. pylori-negatif s 
Echantillon Groupe B (urease) Groupe C 

4 + - 

6 - - 

7 . - 

8 + - 

9 - - 

10 + 

11 + + 
13 

14 

15 - - 

16 

19 - 

21 - - 

25 - 

63 - - 

64 - - 



25 



30 



Resultats faussement 
positifs, % 

Echantillon 
3 
17 
18 
23 
26 
28 
29 
30 



25 6 
Serums H. pylori-positif s 



Urease 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 



Groupe C 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 



35 



Resultats corrects, % 



100 



100 
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^ Le tableau 6 montre que I'antigene du groupe C, prxv^ 
d ure,33, , ^^^^ ^^.^^^ ^^.^^^^^^ ^^^^^^^^^ 

posxt.rs que la composition d'Evans enrichie en urease (6 % 
par rapport a 25 %, respectivement ) . 

Exemple 4 

on a compare quatre extraits differents d'antigenes de 
H. EZlori [groupe A, groupe C (prives d'urease), extraits d^ 
son.catxon et de glycine] dans un essai ELISA sur plaque de^ 
_ mxcrotxtrage, avec les resultats d'examens culturaux et his- 
tologxques sur des echantillons de serums humains. 

Essax de microtitrage immuno-enzymatique d'antigenes de 

H. pylori ^ 

.x°ns opt.„=ees des qu«re antigin.s, des plaques de n,icro- 
t.t.a,e a 96 putts a fond plat, .ptes elimination des sclu 
tions d antigenes, les plaques ont ete sechees i I'air et 
enveloppees. Pour Vexecuticn des essais i™nolo,iques, on a 
tehydrate les puits, a la temperature ambiante. avec 30 ul 
e solution de lavege pour .iorotitraqe [STP nontenant 0,05 % 
(p/v) de Tween 20 et 0,01 % ,p/v, de Thimerosal). On a 
ensuite eli.ine le liquide et on a e£fectue les etapes sub- 
sequentes a 25-c. On a intrcduit dans les puits (,00 ul par 
pu.ts, des echantillons de seru. dilues par un facteur de ,00 
avec de la STP contenant de l.ASB, et on les a „is a incuber 
pendant 30 minutes. Les plaques ont ete lavees a =i„, 
reprises avec 300 ul chaque fois de solution de lavage, et 
mises a inouber pendant 30 minutes avec des anticorps 
antl-IqG humaine de lapin conjuques a la peroxydase. Les 
Plaques ont ete lavees a nouveau a cinq reprises avec 300 ul 

haque eo.s de solution de lavage, et mises 4 inouber pendant 
15 minutes avec une solution de substrat fraichement prepa- 
ree, const.tuee de 2,2.-a.ino-bis(acide 3-ethylbenz- 
thlasolxne-sulfonique) [sel de diammonimn (Aflis)] et de 
peroxyde d'hydrog^ne. On a mis fin aux reactions par addition 
<Je 50 ul d'acrde oxalique 0,25 „, et on a mesure I'absorbance 
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a 410 nm au moyen d'un lecteur de plaque MR 700 (Dynatech 

Laboratories ) . 

Les resultats donnes dans le tableau 7 montrent que le 
groupe C, par comparaison avec les autres compositions 
d'antigenes testees, est superieur eu egard a sa specificite 
et a sa sensibilite dans 1 ■ identification de serums humaxns 
pvlori- negatifs et pylori- positif s. 

Tableau 7 

r.^ p...^.nn de la sp «^-rif ici^te et de la sensibilite 
r^'nn essai EL TRA par micr o s ^traae pour des anticorps IgG 
rians des sernm.s humains, au moven de coitipositions distinctes 

fi'anti genes de H. pylori 
Groupe C Groupe A Glycine Sonication 
(n=29) (n=29) (n=48) (n=33) 

specificite: 93 % 72 % 73 % 64 % 

sensibilite ICQ % 100 % 100 % 100 % 



Note 



1 



; = nombre de serums pylori- negatif s testes, determines 

par examen histo-cytologique. 
la specificite est 1' aptitude a deceler correctement des 
serums pylori -negatif s, co.TUT.e determine par examen 
histo-cytologique. 

La sensibilite est Inaptitude a deceler correctement des 
serums H. pylori- positif s , comme determine par examen 
histo-cytologique. 



25 - 
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REVENDICATIONS 
1. Composition coraprenant des antigenes purifies, pro- 
venant de proteines associees aux cellules de 
Helicobacter pylori , les antigenes: 

(a) ayant une masse moleculaire inferieure a environ 

200 000 daltons, telle que determinee par analyse par 
SDS-PAGE avec reduction; et 

(b) ayant une activite reduite d' urease. 

2- Composition selon la revendication 1, caracterisee 
en ce que les antigenes ont une masse moleculaire allant 
d'environ 16 000 a environ 120 000 daltons, telle que deter- 
minee par analyse par SDS-PAGE avec reduction. 

3. Composition selon la revendication 1, caracterisee 
en ce que les proteines associees aux cellules sont obtenues 
pap solubilisation des cellules par mise en suspension dans 
une solution salee tamponnee au phosphate (STP) contenant un 
detergent non ionique. 

4. Composition selon la revendication 3, caracterisee 
en ce que la STP contient 0,1-3,0 % du detergent non ionique 
n-octyl-/3-D-glucopyrannoside . 

5. Composition selon la revendication 4, caracterisee 
en ce que la STP contient environ 1 % de n-octyl-0-D-gluco- 
pyrannoside. 

6. Composition selon la revendication 5, caracterisee 
en ce que la solubilisation dure au moins environ 30 minutes. 

7. Composition comprenant des antigenes purifies pro- 
venant de proteines associees aux cellules de 
Helicoba cter pylori , la compositicn erant obtenue par 

(a) culture de cellules de Helicobacter pylori dans un bouil- 
lon additionne de serum foBtal bovin, et recolte des cel- 
lules lorsque la croissance en phase logarithmique a 
commence a decliner; 
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.) solubilisation des cellules dans une solution salee tam- 
ponnee au phosphate, contenant environ 1 % de n-octyl-3- 
D-glucopyrannoside, pendant au moins environ 30 minutes, 
pour robtention d'une solution de proteines cellulaires; 

c) dialyse pendant une nuit de la solution de proteines cel- 
lulaires centre de la STP, puis centrif ugation de la 
solution a vitesse moyenne, pour I'obtention d'un surna- 
geant; 

d) injection du surnageant dans une colonne de chromatogra- 
phie par exclusion de taille : 

e) elution de la colonne avec du tampon et collecte 
des fractions eluees ; et 

[f) reunion des fractions proteiques a faibles masses molecu- 
laires, privees d'urease, pour I'obtention d'une composi- 
tion comprenant des antigenes purifies k partir de pro- 
teines associees aux cellules de Helicobacter EZiHIi- 

■ 8 . Composition selon la revendication 7 , caracterisee 
en ce que, dans I'etape (d), la colonne de chromatographie 
par exclusion due a la taille est une colonne d' exclusion due 
a la taille 6FF (Pharmacia). 

9- . Composition selon la revendication 8, caracterisee 
en ce que la colonne est eluee avec du tampon Tris 50 mM con- 
tenant 0,025 % d'azoture de sodium. 

10. Precede pour la detection d' infection par 
Helicobacter pylori dans un echantillon biologique, le pro- 
cede comprenant: 

(a) la mise en contact de la composition de la revendica- 
tion 1 avec 1' echantillon, pour la formation d'un com- 
plexe d' incubation; et 

(b) I'essai du complexe d' incubation pour la determination de 
la presence de complexes anticorps-antigenes indiquant la 
presence d' infection par Helicobacter pylori. 

11. Precede selon la revendication 10, caracterise en 
ce que, dans I'etape (b), le complexe d' incubation est teste 
par une methode choisie parmi un essai immuno-enzymatique, un 
essai radio-immunologique, la fixation de complement, 

1' hemagglutination indirecte, 1 ' agglutination de latex, I'es- 
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" «ssai d ecouXement lateral. 
12. Procede de detection d'in(e=tio„ par 

da. .e .c.a„tUlo„ M.lo,i,„e, le pr.- 
(a) la .ise e„ contact de la composition de la revendica- 

X i.r:i::Lr::"™' - — ^o. 

l?:rte:o?d?'''^'''"="''"^°" ^^teremation de 

pa. .„e ^ti.ode\r. e';a :r :::i"i"="""'' 

essai r;,,^,-,^ • , ^ iiranuno-enzymatique, un 

essai radio-immunologicTue, la f■i«^-,• ^ 4"=^ un 

I'he.a„lutination indrre te l alL:- 

sai d.«oule„ent rapide et ;essaT Iri"" 

,, ■ ^===1 a ecoulement lateral. 

aelicoL . O'lnf-tion par 

aiiSSbacter aOori dans un echantillon blologi J \, 
cede comprenant: -^"y-i-que, le pro- 

(a) I'inunobilisation et le sechao*. 

revendication i ^ con,position de la 

^ c::: ::n;^:L?:::L:r"- — - 

tiuoT"°" d.e„ti,e„es sechee avec Lechan- 

anti-L'^°." -.-Ple« anticorps-entigene d'anticorps 
anti-igG humame coniuaues h nn^ « ^^rps 

pour la formation d'^c" iJe J"^'' ^'"-^"i- 
(d) I'prirn^.- complexe de marquage; 

1 add.txo„ au complexe de marquage d'un substrat pour 

1 enzyme conjuguee, oour la ^- 

diveloppement; et =^^1=- 
(.) -ntr3le du complexe de developpement pour deceler un 

:i: :r .at^ " "-imation 
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10 



15 



,5 Procede selon la revendication 14, caracterise en 
ce que, dans I'etape (c), les anticorps anti-IgG humaine sent 
conjugues a de la peroxydase de raifort. 

16 Necessaire pour la determination de la presence de 
Helicobacter pylori dans un echantillon biologique, caracte- 
rise en ce que le necessaire comprend la composition de la 

revendication 1 . ^ 

17 Necessaire pour la determination de la presence de 
Helicobacter pylori dans un echantillon biologique, caracte- 
rise en ce que le necessaire comprend la composition de la 
revendication 1 immobilisee sur un support solide. 

18 Necessaire pour la determination de la presence de 
Helicobacter pylori dans un echantillon biologique, caracte- 
rise en ce que le necessaire comprend la composition de la 

revendication 7. ^ 

19 Necessaire pour la determination de la presence de 
Helicobacter pylori dans un echantillon biologique, caracte- 
rise en ce que le necessaire comprend la composition de la 
reyendication 7 immobilisee sur un support solide. 
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